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AUC: area under the plasma concentration-time curve 
BBB: blood-brain barrier 
BCSFB: blood-cerebrospinal fluid barrier 
Cbrain: drug brain concentration 
CER: corrected efflux ratio 
CNS: central nervous system 
CSF: cerebrospinal fluid 
CCSF: drug CSF concentration 
CISF: drug ISF concentration 
Cin,max,u: maximum unbound drug concentration at the inlet to the liver 
CLh,vitro: in vitro predicted hepatic clearance  
CLint,u: unbound concentration-based intrinsic clearance 
CLtot: in vivo total clearance 
Cmax: maximum drug plasma concentration 
Cplasma: drug plasma concentration 
Cu,brain: unbound drug brain concentration 
Cu,homogenate: unbound drug brain concentration using fu,brain 
Cu,plasma: unbound drug plasma concentration 




Fa: fraction absorbed 
Fg: intestinal availability 
4 
 
Fh: hepatic availability 
fu,brain: drug unbound fraction in the brain using brain homgenate 
fu,plasma: drug unbound fraction in the plasma 
IC50: half maximal inhibitory concentration 
ISF: interstitial fluid 
IVIVE: in vitro-in vivo extraplation 
ka: absorption rate constant 
kel: elimination rate constant 
Km: Michaelis constant 
Kp,brain: brain to plasma concentration ratio 
Kp,uu,CSF: CSF-to-unbound plasma concentration ratio 
Kp,uu,ISF: ISF-to-unbound plasma concentration ratio 
Kp,uu,homogenate: brain unbound concentration using fu,brain-to-unbound plasma concentration ratio 
LC/MS/MS: high-performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry 
NADPH: reduced form of β-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
Papp: apparent permeability 




Qh: hepatic blood flow rate 
Rb: blood-to-plasma concentration ratio 
t½: half life 
tmax: time to reach Cmax 
Vd: distribution volume 
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2 つの関門があり，薬物の中枢移行を制限していることが知られている（Figure 1）。BBB の
表面積は BCSFB の約 5000 倍も大きいことから 3,4)，脳組織中薬物濃度は BCSFB よりも BBB
を介した薬物の移行に依存していると考えられている。BBB の実体は密着結合で連結した
血管内皮細胞であり，薬物が中枢で作用するには脳毛細血管内皮細胞を透過して脳間質液
（interstitial fluid，ISF）に到達する必要がある。さらに，BBB の血管側膜には P-glycoprotein
（P-gp）5)などの排出トランスポーターが存在しており，その汲み出し機構により基質化合
物の中枢移行は制限されている。そのため，低膜透過性化合物や排出トランスポーターの基
質化合物では，必ずしも Cu,plasma が組織中遊離型薬物濃度と一致するとは限らず，Cu,brain を
過大評価することにより，有効用量や毒性用量を見誤る可能性がある。 
 脳内では ISF 中の遊離型薬物が標的部位に直接作用できるため，ISF 中遊離型薬物濃
度（CISF）が Cu,brain と等しいと考えられている。したがって，CISF を直接測定する，もしく











の種間で CCSF を比較できる点で優れている 15)。ISF は脳室内の CSF と有窓の上衣細胞で区
切られており，脳表においてはクモ膜下腔内の CSF と軟膜で区切られてはいるが，いずれ
も密着結合を形成していない 16,17)。そのため，低分子化合物は ISF と CSF を両方向性に透
過可能であることから CCSF と CISF は等しいと考えられており，CCSF を CISF の代替として使
用する論拠となっていた。 
 しかし，医薬品開発段階において中枢移行性評価を行うにあたり，これまで二つの大
きな課題が認識されていた。一つ目の課題は，CSF と ISF 間の薬物濃度勾配である。上述の
通り CCSFと CISFは一致すると考えられてきたが，P-gp 基質となる薬物では CSF と ISF との
間に濃度勾配を生じ，特に良好な P-gp 基質では CCSFが CISFよりも顕著に大きくなることが
げっ歯類で報告されていた 18-20)。しかし，既報の多くは CCSFと CISFを直接比較しておらず，
脳組織ホモジネート法から推定された Cu,brain（Cu,homogenate）を CCSFと比較していた。したが
って，P-gp 基質に対する CISFの代替指標として CCSFが利用可能かを結論づけるためには，




ンデム質量分析法（LC/MS/MS，high-performance liquid chromatograpy with tandem mass 




る 21-23)。さらに， positron emission tomography（PET）リガンドの脳への分布を検討した前
臨床及び臨床試験から，P-gp 基質性を有する PET リガンドの脳内分布がげっ歯類に比べ霊
長類で大きいことが明らかとなっている 24,25)。これらの結果は，BBB における P-gp を介し
た薬物の汲み出しに種差があり，霊長類に比べげっ歯類の方が BBB における P-gp の発現量
が高いため，基質の中枢移行性が制限されていることを示唆するものである。化合物の中枢
移行性の in vivo 評価には一般にげっ歯類が使用されているため，P-gp 基質性を有する医薬
品の開発において，種差はヒト中枢移行性を予測する際の大きな課題となっていた。種差の
有無について結論づけるためには，発現量解析に加え， 終的なアウトプットである in vivo




Figure 1 Paths of drug movement between ISF, CSF, and blood. 
1: A drug exists as a protein-bound or unbound form in the blood.  2: Only unbound drug is available 
to penetrate the brain capillary endothelium from blood to ISF by passive diffusion.  3: Transporters 
such as P-gp export the substrate drugs from brain capillary endothelium to blood.  4: The drug in 
the ISF can interact with the pharmacological target.  5: The drug passes from choroid plexus 







































 神経痛治療領域では，現在，amitriptyline，carbamazepine 及び mexiletine などのナトリ
ウムチャネル阻害作用を有する医薬品が広く使用されているが 26)，それらはサブタイプ選
択性に乏しい。ナトリウムチャネルには Nav1.2 や Nav1.8 といった複数のサブタイプが存在
し，Nav1.8 は末梢神経のみに，Nav1.2 は末梢神経と中枢神経の双方に発現している 27)。
Nav1.8 に対する Nav1.2 の IC50比は，amitriptyline で 0.56，carbamazepine で 0.87，mexiletine
で 0.52 であり，これらの薬物は Nav1.2 阻害に起因する眩暈や眠気，痙攣といった中枢性の
副作用を引き起こすことが知られている 26,28)。すなわち，Nav1.8 を選択的に阻害すれば，
中枢性副作用を生じる事なく十分な鎮痛作用が得られると考えられている。 
 E2074（Figure 2）は Nav1.2 に比べ Nav1.8 に対し約 3 倍の選択性を有するナトリウム
チャネル阻害剤であり，異所性発火モデル 29)や絞扼性神経損傷モデル（chronic constriction 
injury model，CCI モデル）30)などの前臨床主薬効モデルにおいて鎮痛作用を示す，帯状疱疹













 以上のような背景から，第一章では中枢移行評価の際に課題となっていた P-gp 基質
の CSF と ISF 間の濃度勾配，並びに中枢移行性の種差を明らかにする目的で，複数の P-gp
基質・非基質の in vivo 中枢移行性についてラット及びサルで評価した。さらに第二章では，


















 本章では，まず初めに，ラットを用いて CISF，CCSF 及び Cu,homogenate の関係を同一個体
内で相互に比較し，CCSF及び Cu,homogenateが CISFの指標になり得るかについて調べた。代表的







第二節 本研究に用いた化合物の in vitro 経細胞輸送能 
 本研究で使用するモデル化合物を選定するため，ヒト P-gp 強制発現 LLC-PK1 細胞及
びコントロール LLC-PK1 細胞を用いた in vitro 経細胞輸送実験を行った。その結果を基に
13 化合物（Table 1）を選定し，各化合物の中枢移行性を評価した。本研究では，米国 FDA
から発出された薬物相互作用ドラフトガイダンス 33)に従い，in vitro 経細胞輸送評価におい
て corrected efflux ratio（CER）が 2 以上の化合物を P-gp 基質とみなし，さらに P-gp 非基質
（CER < 2；antipyrine，carbamazepine，midazolam，lamotrigine，propranolol），弱い P-gp 基質
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（2 ≤ CER < 3；metoclopramide，ondansetron，E2074），並びに良好な P-gp 基質（3 ≤ CER；
paliperidone，risperidone，verapamil，desloratadine，quinidine）の 3 つに分類した。選定した
化合物群の CER 値は 1.0（antipyrine，carbamazepine，midazolam）から 13（quinidine）であ
り， P-gp 非基質から良好な P-gp 基質まで幅広い範囲をカバーできていた。また，見かけの
膜透過速度（Papp）は 9.67 × 10-6（desloratadine）から 23.5 × 10-6 cm/s （midazolam）であり，
paracellular marker である lucifer yellow（1.22 × 10-6 cm/s）に比べ も膜透過の遅い化合物で
も 7.9 倍以上の膜透過性を示した。したがって，十分な膜透過性を有し，かつ幅広い P-gp 輸
送活性をカバーする本化合物群は，BBB における P-gp 機能評価に適していると考えられた。 
 
Table 1 Papp, efflux ratios and corrected efflux ratios of test compounds in human P-gp-expressing 
LLC-PK1 cells and control LLC-PK1 cells 
 






Antipyrine Neutral 22.6 ± 1.0 0.949 ± 0.021 0.907 ± 0.062 1.0 
Carbamazepine Neutral 20.8 ± 0.7 0.927 ± 0.023 0.914 ± 0.046 1.0 
Midazolam Neutral 23.5 ± 1.1 0.876 ± 0.022 0.836 ± 0.048 1.0 
Lamotrigine Neutral 21.3 ± 1.0 1.03 ± 0.08 0.978 ± 0.071 1.1 
Propranolol Basic 17.4 ± 1.0 0.863 ± 0.019 0.763 ± 0.010 1.1 
Metoclopramide Basic 17.9 ± 1.3 1.51 ± 0.06 0.722 ± 0.030 2.1 
Ondansetron Weak basic 18.9 ± 0.6 1.75 ± 0.04 0.886 ± 0.036 2.0 
E2074 Basic 16.9 ± 1.0 1.61 ± 0.13 0.746 ± 0.018 2.2 
Paliperidone Basic 21.2 ± 1.5 3.10d 0.83d 3.7 
Risperidone Basic 15.6 ± 0.9 3.10 ± 0.26 0.798 ± 0.050 3.9 
Verapamil Basic 22.3 ± 1.3 4.27 ± 0.30 0.798 ± 0.051 5.4 
Desloratadine Basic 9.67 ± 0.69 9.80 ± 1.07 0.799 ± 0.024 12 
Quinidine Basic 17.5 ± 0.6 14.6 ± 1.2 1.10 ± 0.04 13 
aPapp value that was taken from the average of Papp values in basal-to-apical (B-to-A) and apical-to-
basal (A-to-B) directions in the control LLC-PK1 cells. 
bThe efflux ratio (ER) represents the ratio of Papp in B-to-A direction to that in A-to-B direction in P-
gp-expressing cells or the control LLC-PK1 cells. 
cThe ratio of ER in P-gp-expressing cells to that in the control LLC-PK1 cells. 
dMean of duplicate samples. 
 
第三節 ラットにおける中枢移行性 








する必要がある。本研究では retrodialysis 法 34)によりプローブ回収率を求めた。投与開始 4
時間後の ISF 及び血液採取の後，CSF を大槽穿刺により速やかに採取した。さらに，ラット
を安楽死させた後，大脳皮質を採取した。 
 fu,plasma 及び脳ホモジネートを用いた fu,brain は平衡透析法により算出した（Table 2）。
fu,plasmaは 0.0696（midazolam）から 0.942（antipyrine），fu,brainは 0.00892（desloratadine）から
0.715（antipyrine）であり，全ての化合物において fu,brainは fu,plasmaに比べ低かった。 
 





Antipyrine 0.942 ± 0.049 0.715 ± 0.048 
Carbamazepine 0.389 ± 0.013 0.158 ± 0.001 
Midazolam 0.0696 ± 0.0003 0.0130 ± 0.0019 
Lamotrigine 0.527 ± 0.018 0.176 ± 0.008 
Metoclopramide 0.818 ± 0.016 0.359 ± 0.037 
Ondansetron 0.421 ± 0.045 0.143 ± 0.013 
E2074 0.675 ± 0.009 0.0975 ± 0.0199 
Pailperidone 0.211 ± 0.025 0.154 ± 0.018 
Risperidone 0.126 ± 0.015 0.0492 ± 0.0068 
Verapamil 0.194 ± 0.025 0.0317 ± 0.0093 
Desloratadine 0.193 ± 0.005 0.00892 ± 0.00108 
Quinidine 0.527 ± 0.039 0.0284 ± 0.0081 
aDrug unbound fraction in rat plasma (fu,plasma) and brain homogenate (fu,brain) was determined by an 
equilibrium dialysis method. 
 
 野生型ラットにおける各化合物の Cu,plasma と CISF の時間推移を Figure 3 に示した。P-




及び CISF が定常状態に達していたことから，中枢移行性パラメータは投与開始後 4 時間の
値から算出した。本検討では，マイクロダイアリシス法，CSF 採取法及び脳ホモジネート法
から得られた CISF，CCSF 及び Cu,homogenate を Cu,plasma で基準化することで，中枢移行性パラメ
ータである Kp,uu,ISF（= CISF/ Cu,plasma），Kp,uu,CSF（= CCSF/ Cu,plasma）及び Kp,uu,homogenate（= Cu,homogenate/ 
Cu,plasma）を算出し，これら Kp,uu 値を相互に比較した。さらに，Cbrain の Cplasma に対する比

























Figure 3 Concentration-time profiles of antipyrine (A), carbamazepine (B), midazolam (C), 
lamotrigine (D), metoclopramide (E), ondansetron (F), E2074 (G), paliperidone (H), risperidone (I), 
verapamil (J), desloratadine (K), and quinidine (L) in unbound plasma (Cu,plasma, open circles) and ISF 
(CISF, closed triangles) in wild-type rats after a constant intravenous infusion with an intravenous 








Kp,uu,ISF Kp,uu,CSF Kp,brain Kp,uu,homogenate 
Antipyrine 1.38 ± 0.08 1.08 ± 0.02 0.774 ± 0.024 0.587 ± 0.018 
Carbamazepine 0.643 ± 0.040 0.915 ± 0.080 1.49 ± 0.15 0.604 ± 0.060 
Midazolam 0.652 ± 0.130 1.51 ± 0.18 3.11 ± 0.18 0.581 ± 0.033 
Lamotrigine 0.643 ± 0.059 0.628 ± 0.103 1.43 ± 0.12 0.478 ± 0.041 
Metoclopramide 0.669 ± 0.100 0.422 ± 0.013 1.83 ± 0.10 0.805 ± 0.042 
Ondansetron 0.283 ± 0.024 0.243 ± 0.018 1.43 ± 0.03 0.486 ± 0.009 
E2074 0.178 ± 0.030 0.169 ± 0.022 2.05 ± 0.12 0.296 ± 0.018 
Paliperidone 0.0600 ± 0.0092 0.0890 ± 0.0230 0.227 ± 0.035 0.166 ± 0.025 
Risperidone 0.119 ± 0.021 0.161 ± 0.016 0.286 ± 0.039 0.112 ± 0.015 
Verapamil 0.0718 ± 0.0112 0.172 ± 0.072 0.484 ± 0.079 0.0791 ± 0.0129
Desloratadine 
Quinidine 








Kp,uu,ISF, Kp,brain, and Kp,uu,homogenate values in brain cortex and Kp,uu,CSF values of test compounds in 
wild-type rats were determined 4 hours after the start of infusion.  Each value represents mean ± 
SEM of three to five animals. 
 
Kp,uu,ISF，Kp,uu,CSF及び Kp,uu,homogenateの値は，それぞれ 0.0180（desloratadine）から 1.38（antipyrine），
0.0678（quinidine）から 1.51（midazolam），0.0220（quinidine）から 0.805 (metoclopramide）
であった（Table 3）。良好な P-gp 基質（paliperidone，risperidone，verapamil，desloratadine，
quinidine）の Kp,uu,ISF，Kp,uu,CSF 及び Kp,uu,homogenate は低値を示し，P-gp による汲み出しの影響
が認められた。   
 次に，antipyrine，lamotrigine，E2074，risperidone，verapamil 及び quinidine の中枢移行




損ラットにおいても Cu,plasma及び CISFは定速静脈内投与後 4 時間以内に定常状態に達したた







































































Figure 4 Concentration-time profiles of antipyrine (A), lamotrigine (B), E2074 (C), risperidone (D), 
verapamil (E), and quinidine (F) in unbound plasma (Cu,plasma, open circles) and ISF (CISF, closed 
triangles) in Mdr1a(-/-) rats after a constant intravenous infusion with an intravenous loading dose. 
 




Kp,uu,ISF Kp,uu,CSF Kp,brain Kp,uu,homogenate 
Antipyrine 0.941 ± 0.021 1.02 ± 0.07 0.868 ± 0.012 0.659 ± 0.009 
Lamotrigine 0.782 ± 0.011 0.901 ± 0.059 1.93 ± 0.16 0.646 ± 0.055 
E2074 0.462 ± 0.057 0.621 ± 0.096 9.30 ± 0.94 1.34 ± 0.14 
Risperidone 0.443 ± 0.055 0.796 ± 0.053 2.83 ± 0.16 1.04 ± 0.06 
Verapamil 0.438 ± 0.025 0.611 ± 0.075 10.7 ± 0.9 1.75 ± 0.15 
Quinidine 0.785 ± 0.206 0.835 ± 0.058 23.6 ± 1.1 1.27 ± 0.06 
Kp,uu,ISF, Kp,brain, and Kp,uu,homogenate values in brain cortex and Kp,uu,CSF values of six selected test 
compounds in Mdr1a(-/-) rats were determined 4 hours after the start of infusion.  Each value 
represents mean ± SEM of three to four animals. 
 
P-gp 欠損ラットにおける Kp,uu,ISF（0.438 – 0.941），Kp,uu,CSF（0.611 – 1.02）及び Kp,uu,homogenate
（0.646 – 1.75）は，対応する野生型ラットの値（Kp,uu,ISF，0.0180 – 1.38；Kp,uu,CSF，0.0678 – 
1.51；Kp,uu,homogenate，0.0220 – 0.805）に比べ化合物間差が小さかった。これは，P-gp 欠損によ
り P-gp を介した汲み出しの影響がなくなったこと，さらにいずれの化合物も高膜透過性で






 CCSF及び Cu,homogenateが CISFの代替となり得るかを明らかにするため，野生型ラット及
び P-gp 欠損ラットから得られた Kp,uu,ISF，Kp,uu,CSF及び Kp,uu,homogenateを相互に比較した（Figure 
5）。その際，比較した Kp,uu 値の差が 3 倍以内であれば同等であると判断した。Kp,uu,CSF を
Kp,uu,ISF と比較したところ，野生型ラットの desloratadine（Kp,uu,CSF/Kp,uu,ISF＝4.5）を除いて 3
倍以内の差に収まった（Figure 5A）。Kp,uu,homogenate と Kp,uu,ISF の比較では，野生型ラットの
quinidine（Kp,uu,homogenate/Kp,uu,ISF＝0.33）と desloratadine（4.0），P-gp 欠損ラットの verapamil
（4.0）においてわずかに 3 倍を上回る差が認められたが，それ以外では 3 倍以内の差であ
った（Figure 5B）。さらに，Kp,uu,CSFと Kp,uu,homogenateの比較では，P-gp 欠損ラットの quinidine
（Kp,uu,homogenate/Kp,uu,CSF＝0.32）を除き，3 倍以内の差に収まっていた（Figure 5C）。以上の結
果から，P-gp 基質・非基質の中枢移行性について，ラットでは方法論によらず概ね同等の結




Figure 5 Comparison of Kp,uu,ISF, Kp,uu,CSF, and Kp,uu,homogenate values in rats.  Relationships between 
Kp,uu,ISF and Kp,uu,CSF (A), Kp,uu,ISF and Kp,uu,homogenate (B), and Kp,uu,CSF and Kp,uu,homogenate (C).  Each 
value is presented as the mean ± SEM of three to five animals, and the open and closed circles represent 
the values in wild-type rats and Mdr1a(-/-) rats, respectively.  The solid line passing through the 
origin represents the line of unity ± 3-fold (dashed lines).  1, antipyrine; 2, carbamazepine; 3, 
midazolam; 4, lamotrigine; 5, metoclopramide; 6, ondansetron; 7, E2074; 8, paliperidone; 9, 





P-gp 欠損ラットの中枢移行性パラメータを比較した（Figure 6）。P-gp 非基質（antipyrine，
lamotrigine）では，P-gp 欠損による Kp,uu,ISF，Kp,uu,CSF 及び Kp,brain の変化はほとんど認められ
ず，野生型ラットに対する P-gp 欠損ラットの Kp,uu 値の比は，antipyrine で 0.68 – 1.2 倍，
lamotrigine で 1.2 – 1.4 倍であった。一方，P-gp 基質（E2074，risperidone，verapamil，quinidine）
の中枢移行性は P-gp 欠損により顕著に増大した。Kp,uu,ISFの比率で各化合物の中枢移行性を
比較すると，E2074，risperidone，verapamil 及び quinidine でそれぞれ 2.6，3.7，6.1 及び 12
倍であり，BBB に発現する P-gp がこれら基質化合物の中枢移行を制限していることが確認
された。Kp,uu,CSFでも同様の傾向が見られ，E2074，risperidone，verapamil 及び quinidine でそ
れぞれ，3.7，4.9，3.6 及び 12 倍であった。P-gp は BCSFB にも発現しているが，蛋白発現
量は BBB に比べて低く 35)，ラット脈絡叢上皮細胞において刷子縁側膜近傍の細胞内コンパ
ートメントに局在していると報告されている 36)。本研究でも P-gp 欠損に伴う Kp,uu,ISF と
Kp,uu,CSF の増加率が概ね同等であったことから，BCSFB に発現する P-gp の CCSF に対する寄
与は小さく，BBB に発現する P-gp が CISF 並びに CCSF の決定因子になっていると考えられ
た。 
 一方，P-gp 欠損に伴う Kp,brainの変化は，弱い P-gp 基質である E2074 では Kp,uu,ISF及び
Kp,uu,CSF の変化とほぼ同等であったが，良好な P-gp 基質である risperidone，verapamil 及び
quinidine では，Kp,brainの変化はそれぞれ 9.9，22 及び 58 倍であり，Kp,uu,ISF及び Kp,uu,CSFに比
べて明らかに大きかった（Figure 6）。この変化の乖離は，in vitro の P-gp 輸送活性が大きく
なるにつれ顕著であった（Table 1）。本現象のメカニズムは不明であるが，ラットでは BBB







Figure 6 Mdr1a knockout (KO)/wild-type (WT) ratios for the Kp,uu,ISF, Kp,uu,CSF, and Kp,brain values.  
The KO/WT ratio represents the ratio of the mean Kp,uu,ISF, Kp,uu,CSF, or Kp,brain value of antipyrine, 
lamotrigine, E2074, risperidone, verapamil, or quinidine in Mdr1a(-/-) rats to that in wild-type rats.  









 Cu,plasma 及び Cu,homogenate 算出のため，平衡透析法により fu,plasma 及び fu,brain を算出した
（Table 5）。fu,plasmaは 0.0573（midazolam）から 1.07（antipyrine），fu,brainは 0.0110（desloratadine）
から 0.818（antipyrine）であり，ラットと同様に全ての化合物において fu,brain は fu,plasma に比
べ低かった。各化合物の Cu,plasma，CISF 及び CCSF の時間推移を Figure 7 に示した。Cu,plasma，
CISF に加えて CCSF も定速静脈内投与開始後 3 から 4 時間までに定常状態に達したため，









Antipyrine 1.07 ± 0.04b 0.818 ± 0.110 
Carbamazepine 0.366 ± 0.005 0.166 ± 0.005 
Midazolam 0.0573 ± 0.0110 0.0121 ± 0.0006 
Lamotrigine 0.536 ± 0.018 0.158 ± 0.010 
Propranolol 0.198 ± 0.010 0.0239 ± 0.0020 
Metoclopramide 0.798 ± 0.030 0.379 ± 0.031 
Ondansetron 0.551 ± 0.012 0.156 ± 0.011 
E2074 0.676 ± 0.005 0.159 ± 0.008 
Risperidone 0.163 ± 0.022 0.102 ± 0.005 
Verapamil 0.328 ± 0.025 0.0249 ± 0.0012 
Desloratadine 0.142 ± 0.007 0.0110 ± 0.0008 
Quinidine 0.156 ± 0.015 0.0725 ± 0.0082 
aDrug unbound fraction in monkey plasma (fu,plasma) and brain homogenate (fu,brain) was determined by 
an equilibrium dialysis method. 







Figure 7 Unbound plasma (open circles), CSF (open diamonds), and ISF (closed triangles) 
concentration-time profiles of antipyrine (A), carbamazepine (B), midazolam (C), lamotrigine (D), 
propranolol (E), metoclopramide (F), ondansetron (G), E2074 (H), risperidone (I), verapamil (J), 
desloratadine (K), and quinidine (L) in cynomolgus monkeys after a constant intravenous infusion 
with an intravenous loading dose.  Each point represents the mean ± SEM of three to five animals or 





Table 6 ISF, CSF, and brain distribution of test compounds in cynomolgus monkeys 
 
Test compounds Kp,uu,ISF Kp,uu,CSF Kp,brain Kp,uu,homogenate
Antipyrine 0.857 ± 0.079 1.05 ± 0.04 1.19 0.971 
Carbamazepine 1.27 ± 0.27 1.19 ± 0.05 2.97 1.34 
Midazolam 0.472 ± 0.069 0.588 ± 0.088 2.88 0.608 
Lamotriginea 0.678 ± 0.083 0.875 ± 0.015 3.15 0.928 
Propranolola 0.947 ± 0.279 0.461 ± 0.044 23.7 2.87 
Metoclopramide 1.16 ± 0.09 1.12 ± 0.19 3.45 1.64 
Ondansetron 0.483 ± 0.072 0.481 ± 0.109 5.06 1.43 
E2074 0.480 ± 0.099 0.733 ± 0.028 11.2 2.64 
Risperidone 0.126 ± 0.025 0.133 ± 0.022 1.08 0.678 
Verapamil 0.0789 ± 0.0184 0.183 ± 0.012 2.61 0.198 
Desloratadine 0.0609 ± 0.0216 0.129 ± 0.054 11.4 0.881 
Quinidine 0.0658 ± 0.0180 0.169 ± 0.028 0.271 0.126 
Kp,uu,ISF, Kp,brain, and Kp,uu,homogenate values in brain cortex and Kp,uu,CSF values were determined 4 hours 
after the start of infusion.  Each value represents mean ± SEM of three to five animals. 
a3-hour data are presented. 
 
 Table 6 に示すように，Kp,uu,ISFは 0.0609（desloratadine）から 1.27（carbamazepine）の
範囲であり，そのうち P-gp 非基質（antipyrine，carbamazepine，midazolam，lamotrigine，
propranolol）は 0.472 から 1.27 であった。Midazolam の Kp,uu,ISF（0.472）は他の P-gp 非基質
に比べ低値を示した。In vitro 経細胞輸送実験から midazolam は P-gp と BCRP の基質でない
ことが明らかであり 37,38)（Table 1），さらに P-gp 欠損マウスにおいて midazolam の Kp,brainは
上昇しないことが報告されている 38)。これらを考え併せると，midazolam は P-gp あるいは
BCRP 以外のトランスポーターによって BBB で汲み出されていることも考えられるが，本
研究結果から詳細を知ることは難しい。弱い P-gp基質では，ondansetron及び E2074の Kp,uu,ISF
がそれぞれ 0.483 及び 0.480 であったのに対し，metoclopramide（1.16）は非基質と同等の高
い値を示した。P-gp 欠損マウスにおいて metoclopramide の Kp,brain が 6.6 倍上昇することが
報告されていること 38)，さらに in vitro ヒト P-gp 輸送活性は E2074 及び ondansetron とほぼ
同等であったことから（Table 1），metoclopramide は BBB において P-gp による汲み出しを
受け，Kp,uu,ISF はより低値を示すと予測されていた。一方で，metoclopramide は BBB に発現
する OATP1A2 の基質であると示唆されており 39)，P-gp を介した汲み出しが，OATP1A2 な
23 
 




 Kp,uu,CSFは 0.129（desloratadine）から 1.19（carbamazepine）の範囲であった。P-gp 非基
質（antipyrine，carbamazepine，midazolam，lamotrigine，propranolol）の Kp,uu,CSFは 0.461 から
1.19 であり，そのうち midazolam 及び propranolol の Kp,uu,CSF（それぞれ 0.588 及び 0.461）は
他の P-gp 非基質に比べ低い傾向にあった。Midazolam の Kp,uu,CSF（0.588）は Kp,uu,ISF（0.472）
と同等であったが，propranolol の Kp,uu,CSF（0.461）は Kp,uu,ISF（0.947）に比べ低く，BCSFB
を介して能動的に排泄されている可能性が考えられた。弱い P-gp 基質である ondansetron の




 Kp,brain は 0.271（quinidine）から 23.7（propranolol），Kp,uu,homogenate は 0.126（quinidine）
から 2.87（propranolol）の範囲であった。Kp,brainは verapamil 及び desloratadine のような良好
な P-gp 基質であっても P-gp 非基質と同等の値を示すケースが散見され，P-gp 基質性との
関連は認められなかった。Kp,brain は血漿及び脳中総濃度に基づいたパラメータであるため，
蛋白結合率の化合物間差（Table 5）が，P-gp の影響をマスクしたものと考えられる。蛋白結
合率で補正した Kp,uu,homogenate においては，良好な P-gp 基質が非基質に比べ低値を示す傾向
であったが，risperidone（0.678）や desloratadine（0.881）では非基質と同等の値であった。 
 そこで次に，in vitro の P-gp 輸送活性と in vivo のサルにおける中枢移行性の関連を明
らかにするため，in vitro のヒト P-gp 経細胞輸送実験から得られた CER（Table 1）を，サル
で得られた Kp,uu,ISF（Figure 8A），Kp,uu,CSF（Figure 8B）及び Kp,uu,homogenate（Figure 8C）に対し
てプロットした。In vitro 実験で得られた CER の上昇に伴い，Kp,uu,ISF並びに Kp,uu,CSFは低下
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し，CER と Kp,uu,ISF 及び Kp,uu,CSF の間に有意な相関が認められた。したがって，P-gp による




Figure 8 Relationship between in vitro human P-gp corrected efflux ratio (CER) and the Kp,uu,ISF (A), 
Kp,uu,CSF (B), or Kp,uu,homogenate (C) in cynomolgus monkeys.  The Kp,uu,ISF or Kp,uu,CSF is shown as the 
mean ± SEM of three to five animals, and the Kp,uu,homogenate is presented as the value from one animal.  
The CER is shown as the mean (n = 4).  1, antipyrine; 2, carbamazepine; 3, midazolam; 4, 
lamotrigine; 5, propranolol; 6, metoclopramide; 7, ondansetron; 8, E2074; 9, risperidone; 10, 
verapamil; 11, desloratadine; 12, quinidine.  
  
次に，前節と同様にサルでも Kp,uu,ISF，Kp,uu,CSF 及び Kp,uu,homogenate を相互に比較した（Figure 
9）。Kp,uu,CSFを Kp,uu,ISFと比較したところ（Figure 9A），12 化合物全てが 3 倍以内に収まった。
このことから，サルにおいても BBB に発現する P-gp が CCSF 及び CISF の決定因子であるこ
と，さらに CCSFは CISFの代替となり得ることが明らかとなった。一方，Kp,uu,homogenateと Kp,uu,ISF
（Figure 9B）あるいは Kp,uu,CSF（Figure 9C）との比較では，desloratadine，risperidone，propranolol，
ondansetron において Kp,uu,homogenate が Kp,uu,ISF をそれぞれ 14.5，5.4，3.0 及び 3.0 倍，Kp,uu,CSF







Figure 9 Comparison of Kp,uu,ISF, Kp,uu,CSF, and Kp,uu,homogenate values of test compounds in cynomolgus 
monkeys.  The correlation between Kp,uu,ISF and Kp,uu,CSF (A), Kp,uu,ISF and Kp,uu,homogenate (B), and 
Kp,uu,CSF and Kp,uu,homogenate (C) in cynomolgus monkeys.  The Kp,uu,ISF or Kp,uu,CSF is presented as the 
mean ± SEM of three to five animals, and the Kp,uu,homogenate is presented as the value from one animal.  
The solid line passing through the origin represents the line of unity ± 3-fold (dashed line).  1, 
antipyrine; 2, carbamazepine; 3, midazolam; 4, lamotrigine; 5, propranolol; 6, metoclopramide; 7, 
ondansetron; 8, E2074; 9, risperidone; 10, verapamil; 11, desloratadine; 12, quinidine. 
 
第五節 ラットとサルにおける中枢移行性の種差 
 中枢移行性の種差について調べるため，Kp,uu,ISF，Kp,uu,CSF，Kp,brain 及び Kp,uu,homogenate を
野生型ラットとサルで比較した（Figure 10）。サル Kp,uu,ISFがラットより僅かに大きい傾向が
認められたが，desloratadine（3.4 倍）を除いてラットとの差は 3 倍以内であり（Figure 10A），
BBB における P-gp を介した基質化合物の汲み出しは，ラットとサルの間に顕著な種差はな
いことが明らかとなった。同様に，Kp,uu,CSF もサルの方がラットに比べ僅かに大きい傾向が
あったが，E2074（4.3 倍）を除きその差は 3 倍以内であった（Figure 10B）。一方で，Kp,uu,homogenate
はサルの方がラットよりも大きく，4 化合物（risperidone，quinidine，E2074，desloratedine）
が 3 倍以上の差を示した（Figure 10D）。Kp,uu,homogenateは（Cbrain×fu,brain）/（Cplasma×fu,plasma）
の式により表されるが，fu,plasma及び fu,brainはサルとラットで顕著な種差がなかった（Table 2，
Table 5）。一方， Kp,brain（= Cbrain/Cplasma）はラットに比べサルで高いことが分かった（Figure 




























































Figure 10 Comparison of CNS distributions of test compounds between wild-type rats and 
cynomolgus monkeys.  The Kp,uu,ISF (A), Kp,uu,CSF (B), Kp,brain (C), and Kp,uu,homogenate (D) values were 
compared between wild-type rats and cynomolgus monkeys.  Each point represents the mean ± SEM 
of three to five animals.  The rat data were obtained from Table 3, and the data for the cynomolgus 
monkeys were obtained from Table 6.  1, antipyrine; 2, carbamazepine; 3, midazolam; 4, lamotrigine; 













ロダイアリシス法，CSF 採取法並びに脳組織ホモジネート法に基づいて P-gp 基質・非基質
の中枢移行性をラット及びサルで精査し，得られた結果を両動物種間で比較した。 
 P-gp 基質の CSF と ISF 間の濃度勾配はげっ歯類での報告に基づくものだが 19,20,37)，
既報の多くは CCSFと CISFの直接比較ではなく，脳組織ホモジネート法から得られた
Cu,homogenateを CISFの代替として CCSFと比較していた。そこで，本研究ではマイクロダイア
リシス法と大槽穿刺による CSF 採取を組み合わせることにより，ラットにおいて CISFと
CCSFを直接比較した。その結果，良好な P-gp 基質である desloratadine の CCSFが CISFより
も 4.5 倍大きかったが，それ以外の P-gp 基質では CCSFが CISFと一致した。大脳皮質に加
え，海馬から採取した CISFについても CCSFと比較したが，全ての P-gp 基質・非基質にお
いて CCSFが CISFと一致した 40)。以上の結果から，ラットにおいて CSF と ISF 間に顕著な
濃度勾配はなく，P-gp 基質に対しても CCSFは CISFを代替できるとの結論を得た。本研究で
は既報に従い，脳組織ホモジネート法から Cu,homogenateを算出し，CISF並びに CCSFと比較し
たが，いずれも同等の値が得られ，Cu,homogenateと CCSF間に顕著な差を認めなかった。既報
の結果を再現できなかった理由は不明であるが，良好な P-gp 基質の fu,brain値は極めて小さ
いため（Table 2），実験条件の違いの影響を受けやすい可能性がある。 
 さらに P-gp 欠損ラットを用いて中枢移行性を検討した。P-gp 欠損により，P-gp 基質
の中枢移行性が上昇し，さらに Kp,uu,ISFと Kp,uu,CSFの変化率が同程度であることを見出し
た。P-gp は BBB に加え BCSFB にも発現し，脈絡叢上皮細胞の CSF 側膜近傍に局在して
いるとの報告がある 36)。仮に，BCSFB に発現する P-gp の寄与が大きい場合には，P-gp が
基質化合物を脳室内の CSF 中へ取り込む方向に働くため，P-gp 欠損により Kp,uu,CSFは低下
するはずである。しかし，実際には P-gp 欠損により P-gp 基質の Kp,uu,CSFが上昇し，その上
昇の程度は Kp,uu,ISFと同等であった。したがって，本検討で使用した低分子化合物は脳室上
衣細胞を介して ISF と CSF 間を速やかに透過し，CSF と ISF を同一のコンパートメントと




 さらに，P-gp の欠損は，Kp,uu,ISF及び Kp,uu,CSFに比べ，Kp,brainに対してより大きな影響
を及ぼすことが明らかとなった。P-gp 欠損マウスを用いた検討 37)や，ラットに P-gp 阻害
剤を併用した場合 14)でも，CCSFに比べて Cu,homogenateの変化率が大きいことが報告されてお
り，本研究結果と一致する。CISFと CCSFの変化率が同等であったことを考慮すると，神経
細胞など脳実質細胞に発現する P-gp が欠損することにより，P-gp 基質の ISF から脳実質細
胞への取り込み，あるいは脳実質細胞内での細胞内小器官への分布が増加したなどの可能
性が考えられる。ラットあるいはマウスでの P-gp 欠損による Kp,brainの上昇は，化合物が
P-gp 基質であるか否かを判定する指標の一つとなっている。しかし，本研究から Kp,brainの
上昇は BBB に発現する P-gp 以外の要因を反映していることが示唆され，今後詳細な検討
が必要である。 
 P-gp 基質の中枢移行性の種差について結論を得るうえで，BBB における P-gp の発現
量解析に加え，Kp,uu値など in vivo の P-gp 機能を反映したパラメータを決定し，げっ歯類と
霊長類間で比較することが不可欠である。しかし，本パラメータをヒトに対して算出するこ
とは極めて困難なため，本研究では BBB における P-gp 発現量がヒトに近いとされるサルで
検討を行った。大脳皮質及び大槽にそれぞれマイクロダイアリシスプローブ，カニューレを
挿入したカニクイザル中枢移行性評価モデルを樹立し，定常状態下で 10 以上の P-gp 基質・
非基質の中枢移行性を調べた。CSF と ISF 間に顕著な濃度勾配は認められず，全ての評価化


















得られた Kp,brain の結果と一致する。P-gp 基質の Kp,brain がラットに比べサルで高くなる理由







第二章 E2074 の中枢性副作用に対する安全域評価 
第一節 序 
 E2074は中枢性副作用の軽減を目的に創出された新規神経痛治療薬候補化合物である。





 E2074 の安全域評価を試みるにあたって，まずヒト PK 予測を行うこととした。ヒト
PK 予測過程で実施した前臨床 in vivo PK 試験において，E2074 が非線形動態を示すことが
判明し，ラットでは，3，10 及び 30 mg/kg で単回経口投与した後の AUC 及び Cmax が投与量
公比以上に増加し，バイオアベイラビリティ（F）は 2.6%から 15.1%に増加した（Figure 11A
及び Table 7A）。また，イヌとサルでも 3 及び 10 mg/kg で単回経口投与したときの AUC 及
び Cmax が投与量公比以上の増加を示し，F はイヌで 1.2%から 43.7%，サルで 7.8%から 20.9%
に増加した（Figure 11B 及び C，Table 7B 及び C）。非線形動態を引き起こす機序は様々だ
が，投与量公比以上の血漿中薬物濃度の増加を示す場合，代謝飽和によるクリアランス低下











Figure 11 Plasma concentration–time profiles of E2074 in rats (A), dogs (B), and monkeys (C) (●, 
i.v. 1 mg/kg; ○, p.o. 3 mg/kg; □, p.o. 10 mg/kg; △, p.o. 30mg/kg).  Each point represents the mean 




Table 7 Pharmacokinetic parameters of E2074 in rats (A), dogs (B), and monkeys (C) 
 
(A) Rats 
PK Parameters Rat 
Dosing route i.v. p.o. p.o. p.o. 
Dose (mg/kg) 1 3 10 30 
tmax(h) N.A. 0.25-0.5a 0.25 0.25-0.5 
Cmax (µg/mL) N.A. 0.02±0.01 a 0.20±0.03 1.36±0.49 
t½ (h) 0.85±0.02 0.50±0.02 a 0.57±0.03 1.36±0.33 
AUC (µg·h/mL) 0.31±0.01 0.02±0.01 a 0.17±0.02 1.42±0.46 
CL (L/h/kg) 3.21±0.12 N.A. N.A. N.A. 
Vss (L/kg) 2.54±0.08 N.A. N.A. N.A. 
F (%) N.A. 2.6  5.3 15.1 
 
(B) Dogs 
PK Parameters Dog 
Dosing route i.v. p.o. p.o. 
Dose (mg/kg) 1 3 10 
tmax (h) N.A. 0.5 - 1 0.5 - 1 
Cmax (µg/mL) N.A. 0.02±0.01 1.07±0.27
t½ (h) 1.04±0.02 0.91±0.16 1.82±0.35
AUC (µg·h/mL) 0.62±0.11 0.02±0.01 2.73±1.23
CL (L/h/kg) 1.70±0.26 N.A. N.A. 
Vss (L/kg) 1.84±0.32 N.A. N.A. 
F (%) N.A. 1.2  43.7 
 
(C) Monkeys 
PK Parameters Monkey 
Dosing route i.v. p.o. p.o. 
Dose (mg/kg) 1 3 10 
tmax (h) N.A. 2b 1 - 2 
Cmax (µg/mL) N.A. 0.04 b 0.47±0.06
t½ (h) 3.18±0.92 5.42 b 2.95±0.60
AUC (µg·h/mL) 0.76±0.09 0.18 b 1.58±0.15
CL (L/h/kg) 1.35±0.14 N.A. N.A. 
Vss (L/kg) 3.98±0.30 N.A. N.A. 
F (%) N.A. 7.8  20.9 
The pharmacokinetic parameters represent the mean ± SEM of three animals. 
aMean ± SEM of five animals. 
bMean of two animals. 
N.A., not applicable; tmax, time to reach Cmax; t½, half-life; CL, clearance; Vss, steady-state volume of 





第二節 E2074 のヒトにおける体内動態の予測 
 E2074 のヒト PK はコンパートメントモデルに基づいて予測した。ラット，イヌ及び
サルにおいて E2074 は 1 コンパートメントモデルに従った血漿中濃度推移を示したため
（Figure 11），ヒトにおいても 1 次吸収過程を伴う 1 コンパートメントモデルを使用した。
本 PK モデルでは経口投与後の血漿中薬物濃度（Cplasma）は（1）式で表される。 C = ∙ ∙∙( ) ∙ (e ∙ − e ∙ ) ------（1） 
F はバイオアベイラビリティ，D は投与量，kaは吸収速度定数，Vd は分布容積，kelは消失速
度定数，t は時間を表す。（1）式における kel は，さらに Vd と全身クリアランス（CLtot）を
用いて（2）式のように記述される。 k =  ------（2） 
Vd は経験的にアロメトリック式による予測が良好である 45)。前臨床試験から得られた 4 動
物種（マウス，ラット，イヌ及びサル）の Vdを体重に対してプロットした（Figure 12）。得
られたアロメトリック式 Vd = 2614×(body weight)1.2054を用いて，体重を 70 kg と仮定したと
きのヒト Vdを求めたところ，2.9 L/kg と算出された。 
 
Figure 12 Estimation of the distribution volume based on 4-species allometric scaling. 
 
 次に，前臨床動物における E2074 の主消失経路を特定するため，in vitro 肝ミクロソー
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ム評価系で算出した肝固有クリアランス（CLint,u）を in vitro/in vivo 間の補正係数で補外する
IVIVE（in vitro-in vivo extraplation）法を用いて，in vivo の代謝クリアランスを求めた。すな
わち，ラット，イヌ及びサル肝ミクロソームを用いた NADPH 依存的な代謝反応より CLint,u
を算出し，これを肝ミクロソーム含量（45 mg/g liver）46)並びに肝重量（ラット，40 g/kg；
イヌ，32 g/kg；サル，30 g/kg）47)を補正係数として in vivo にスケールアップし，さらに
dispersion model 48,49)に基づき肝利用率（Fh）から肝代謝クリアランス（CLh,vitro）を算出した。
いずれの動物種においても，IVIVE 法から得られた CLh,vitroは静脈内投与後の in vivo CLtotと
ほぼ一致した（Table 8）。本結果から，これら動物種における静脈内投与後の主消失経路は，
肝臓における NADPH 依存的酸化代謝であると推察された。ヒトにおいても同様の消失経
路であると考え，ヒト肝ミクロソームを用いた IVIVE 法から CLtot を予測した。すなわち，
ヒト肝ミクロソームを用いた NADPH 依存的な代謝反応より CLint,u（9 μL/min/mg protein）
を算出し，肝ミクロソーム含量（52.5 mg/g liver）50)並びに肝重量（25.7 g/kg）47)を補正係数
として in vivo にスケールアップし，さらに dispersion model に基づき Fhから CLh,vitroを算出
した。その結果，ヒトの Fhは 78%，CLtotは 0.23 L/h/kg と予測され，kel（= CLtot/Vd）は 0.08 
h-1であることから，血漿中消失半減期は 8.7 時間と予測された。 
 
Table 8 Estimation of hepatic clearance of E2074 by IVIVE with liver microsomes 
 
Species fu,plasma Rb 
CLint,u CLh,vitro CLtot 
(mL/min/mg protein) (L/h/kg) (L/h/kg) 
Rat 0.675 0.890 0.196 3.19 3.60±0.14 
Dog 0.601 0.863 0.208 1.83 1.97±0.30 
Monkey 0.676 1.01 0.0844 2.00 1.34±0.14 
Rb, blood to plasma partition ratio. 
 
 F は消化管における吸収率（Fa），消化管における利用率（Fg）及び Fhの積で表される




た in vitro 代謝実験において，NADPH 依存的な E2074 の消失が認められなかったことから，
ヒトにおいて消化管代謝の影響は小さいものと考えられ，Fgを 1 と仮定することができる。
一方，ka は中枢毒性発現のリスクを厳しく見積もるため，経口投与後の Cmax が大きくなる
よう 大理論値の 0.1 min-1とした 51)。ヒト PK 予測に使用したパラメータを Table 9 にまと
めた。 
 
Table 9 PK parameters used for predicting plasma concentration-time profile of E2074 in human 
 
PK parameters Predicted value Prediction method 
ka 0.1 min-1 Theoretical maximum value 
Vd 2.9 L/kg 4 animal species allometry 
F 78% Fa×Fg×Fh 
CLint,u 9 μL/min/mg protein In vitro liver microsomal study 
CLtot 0.23 L/h/kg IVIVE 
kel 0.08 h-1 Equation (2) 





床有効用量は 1 日 2 回投与で 1 回 38 mg と算出された。現状の神経痛治療では，投与量が







Figure 13 Predicted human unbound plasma concentration–time profile of E2074 after twice daily 
administration at 38 mg.  The black solid line represents Cu,plasma of E2074, and black dotted line and 
blue solid line represent Cmax,u at steady state and unbound effective concentration, respectively. 
 




Eadie-Hofstee plot が湾曲した形状を示し（Figure 14D，F），Km値はそれぞれ 7.2 及び 42 μmol/L
であった。イヌは高親和性及び低親和性のコンポーネントから成る 2 相性の代謝を示し
（Figure 14E），Km値はそれぞれ 0.41（Km1）及び 22 μmol/L（Km2）であった。クリアランス
に占める寄与は，高親和性コンポーネント（Vmax1/Km1 = 0.174 mL/min/mg protein）の方が低




Table 10 Kinetic parameters of E2074 in liver microsomes 
Parameter Rat Dog Monkey 
Km1 (μmol/L) 7.23 0.412 42.4 
Vmax1(nmol/min/mg protein) 1.42 0.0718 3.58 
Km2 (μmol/L) N.A. 21.5 N.A. 
Vmax2 (nmol/min/mg protein) N.A. 0.724 N.A. 
r 1.10 N.A. 1.04 
Km, Michaelis constant; r, Hill coefficient; Vmax, maximum velocity; N.A., not applicable. 
 
 
Figure 14 Saturation curves (A, B, and C) and Eadie–Hofstee plots (D, E, and F) of E2074 metabolism 









mg/kg），Qhは肝血流速度を示す。FaFgは in vitro あるいは in vivo 試験から得られた Fh（ラ
ット，0.037；イヌ，0.015；サル，0.16）と in vivo 試験から得られた F（Table 7）から，ka
はデコンボリューション法にて算出した。ヒト Cin,max,u については前節で得られた PK 予測
結果に基づいて算出し，Qhは文献情報を引用した 47)。 
 




D ka Qh 
Rb fu,plasma 
Cin,max,u
(μmol/L) (mg/kg) (min-1) (mL/min/kg) (μmol/L)
Rat 3.3 0.694 30 0.04 55.2 0.890 0.675 30.4 
Dog 2.6 0.793 10 0.008 30.9 0.863 0.601 5.2 
Monkey 1.2 0.160 10 0.01 43.6 1.01 0.676 1.5 
Human 0.55 1 0.54 0.1 20.7 0.847 0.373 3.0 
 
 非線形用量でのラット（30 mg/kg p.o.）及びイヌ（10 mg/kg p.o.）の Cin,max,u はそれぞ
れ 30.4 及び 5.2 μmol/L であり，肝ミクロソーム代謝で認められた Km（ラット，7.2 μmol/L；
イヌ，0.41 μmol/L）よりそれぞれ 4.2 及び 12.6 倍高かった。ゆえに，ラット及びイヌでは肝
代謝飽和が非線形動態の一因と推察された。一方，サルでは非線形用量（10 mg/kg p.o.）で
の Cin,max,u（1.5 μmol/L）は肝ミクロソーム代謝の Km値（42 μmol/L）の 28 分の 1 であった
ことから，肝代謝飽和を生じるとは考えにくく，別の因子の寄与が大きいものと思われた。 
 次に，同様の検討をヒトで実施した。ヒト肝ミクロソームにおいて Eadie-Hofstee plot
が湾曲した形状を示し（Figure 15B），Km 及び Vmax 値はそれぞれ 41 μmol/L 及び
0.654 nmol/min/mg proteinであった。推定臨床有効用量（38 mg）における Cin,max,u（3.0 μmol/L）
は（Table 11），ヒト肝ミクロソームから算出された Km値（41 μmol/L）の 13 分の 1 であり，
E2074 は本臨床用量において肝代謝飽和に起因する非線形動態を引き起こすリスクは極め
て低いと考えられた。したがって，前節のヒト PK モデルで仮定した線形クリアランスは，





Figure 15 Saturation curve (A) and Eadie–Hofstee plot (B) of E2074 metabolism in human liver 
microsomes (●, observed value; solid lines, fitting curve). 
 
 サルでは 3 mg/kg 経口投与時の F（7.8%）が，静脈内投与後の CLtotから算出した肝ア
ベイラビリティ（Fh：48.8%）よりも低く，経口投与後に E2074 が門脈血中に到達する割合
（F/Fh = Fa  Fg）は 16.0%と見積もられたため，消化管代謝の関与が考えられた。ヒト組み
換え型チトクローム P450（CYP）を用いて E2074 の代謝に関わる分子種を調べたところ，
E2074 は CYP3A4 及び CYP3A5 によって代謝され，特に CYP3A4 によって も代謝されや
すいことが明らかとなった（Figure 16）。CYP3A 分子種はサルにおいても肝臓並びに消化管
に発現していることが知られている。そこで，サルにおける消化管代謝の影響を in vivo で
見積もるため，典型的な CYP3A 阻害薬である ketoconazole を経口投与し（5 mg/kg）54)，






















Figure 16 Comparison of CYP metabolic activity for E2074 using recombinant human CYPs.  The 
protein concentration of each CYP was 25 pmol/mL, and E2074 concentration was 0.25 μmol/L.  The 
data are presented as the mean of duplicate samples. 
 
 
Figure 17 Plasma concentration–time profiles of E2074 in monkeys with or without concomitant oral 
administration of ketoconazole.  (A) E2074 concentrations after i.v. administration at 1 mg/kg (○, 
without ketoconazole; ●, with ketoconazole), (B) E2074 concentrations after p.o. administration (○, 
p.o. 3 mg/kg without ketoconazole; ●, p.o. 3 mg/kg with ketoconazole; ■, p.o. 10 mg/kg with 
ketoconazole).  The concomitant p.o. dose of ketoconazole was 5 mg/kg.  Each point represents the 
mean ± SEM of three animals; for p.o. 3 mg/kg without ketoconazole, each point represents the mean 




Table 12 Pharmacokinetic parameters of E2074 in monkeys without (A) or with (B) concomitant oral 
dose of ketoconazole 
 
(A) PK prameters of E2074 in monkeys without concomitant oral dose of ketoconazole (5 mg/kg) 
PK Parameters Ketoconazole (–) 
Dosing route i.v. p.o. 
Dose (mg/kg) 1 3 
tmax (h) N.A. 1 – 2a 
Cmax (µg/mL) N.A. 0.10a 
t½ (h) 1.93±0.20 1.59a 
AUC (µg·h/mL) 0.70±0.09 0.34a 
CL (L/h/kg) 1.47±0.17 N.A. 
Vss (L/kg) 3.07±0.44 N.A. 
Dose normalized Cmax N.A. 0.03a (1.0) 
Dose normalized AUC 0.70±0.09 (1.0) 0.11a (1.0) 
 
(B) PK parameters of E2074 in monkeys with concomitant oral dose of ketoconazole (5 mg/kg) 
PK Parameters Ketoconazole (+) 
Dosing route i.v. p.o. p.o. 
Dose (mg/kg) 1 3 10 
tmax (h) N.A. 1 – 2 2 
Cmax (µg/mL) N.A. 0.40±0.08 1.52±0.27 
t½ (h) 1.96±0.05 2.20±0.32 2.73±0.56 
AUC (µg·h/mL) 0.82±0.03 1.55±0.27 7.09±0.29 
CL (L/h/kg) 1.22±0.04 N.A. N.A. 
Vss (L/kg) 3.29±0.29 N.A. N.A. 
Dose normalized Cmax N.A. 0.13±0.03 (3.9) 0.15±0.03 (4.5) 
Dose normalized AUC 0.82±0.03 (1.2) 0.52±0.09 (4.6) 0.71±0.03 (6.3) 
The ketoconazole dose was 5 mg/kg orally.  The pharmacokinetic parameters represent mean of 
two animals or mean ± SEM of three animals.  The values in parentheses represent the ratio with 
and without ketoconazole in the same dosing route. 
aMean of two animals. 
N.A., not applicable.
 
Ketoconazole は消化管だけでなく肝臓に発現する CYP3A も阻害する可能性がある。
Ketoconazole が E2074 の肝代謝に影響せず，消化管の CYP3A を選択的に阻害する条件を見
出すため，E2074 の経口及び静脈内投与時の PK に与える影響を調べた。その結果，
ketoconazole を 5 mg/kg の用量で経口投与することにより，E2074（3 mg/kg）の経口投与後
の Cmax 及び AUC がそれぞれ 3.9，4.6 倍増加したのに対し，静脈内投与後の E2074 血漿中濃
度推移に影響を与えなかった（Figure 17，Table 12）。このことから，本実験条件下において
ketoconazole は E2074 の肝代謝に影響を与えず，消化管に発現する CYP3A のみを選択的に
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阻害することが確認できた。次に，経口投与 3 及び 10 mg/kg の用量間で認められた E2074
の非線形動態が，ketoconazole 併用下でも生じるか調べた（Figure 17B，Table 12）。Cmax と
AUCは概ね投与量公比の上昇を示し，E2074の投与量で補正したCmax（dose normalized Cmax）
及び AUC（dose normalized AUC）は，3 と 10 mg/kg の間でほぼ同等の値を示した（Table 








第四節 P-gp の非線形動態への関与 
 E2074 は弱い P-gp 基質であり（Table 1），P-gp 欠損ラットでは中枢移行性の上昇が観
察された（Figure 6）。P-gp は消化管管腔側膜にも発現しており，細胞内から管腔側への汲み
出しによって，消化管吸収を妨げる可能性もある 44)。しかも消化管で P-gp が飽和すること
により，AUC 及び Cmax が増大し，投与量公比以上の血漿中濃度上昇を引き起こすことも考
えられる。そこで，E2074 の消化管吸収に対する P-gp の寄与を調べるため，P-gp（mdr1a/1b）
欠損マウスと野生型マウスに E2074 を経口投与し，血漿中濃度推移を比較した（Figure 18）。
E2074 の Kp,brain は P-gp 欠損マウスの方が 3.5 倍高かったことから，E2074 がマウス P-gp の
基質であり，P-gp がマウスにおいても E2074 の中枢移行を妨げることが確認された（Table 
13）。一方，経口投与後の血漿中濃度推移に両者で差は認められなかった。このことから，
E2074 の消化管吸収に P-gp はほとんど影響せず，P-gp 飽和に起因する非線形動態は起こら






Figure 18 Plasma concentration–time profiles of E2074 in wild-type (●) and mdr1a/1b(-/-) mice (○).  
The oral E2074 dose was 3 mg/kg, and each point represents the mean ± SEM of three mice. 
 
Table 13 Comparison of pharmacokinetic parameters of E2074 between wild-type and mdr1a/1b(-/-) 
mice 
 
PK Parameters Wild-type mdr1a/1b (-/-)
tmax (h) 0.5 0.25 – 1 
Cmax (µg/mL) 0.11±0.01 0.10±0.02 
AUC (μg·h/mL) 0.23±0.00 0.24±0.04 
Kp,brain 2.4 8.3 
E2074 dose was 3 mg/kg orally, and the pharmacokinetic parameters represent the mean ± SEM of 
three mice.  The Kp,brain was determined at 0.5 hours after oral administration. 
 
第五節 推定臨床有効用量における中枢性副作用に対する安全域評価 
 得られたヒト PK 予測及び中枢移行性の結果に基づいて，E2074 のヒト Cu,brain 予測を
試みた。ヒト CISF及び CCSFを高い確度で予測するため，BBB における P-gp 発現量がヒトに
近いと考えられているサルから得られた中枢移行性パラメータを用いた。すなわち，E2074
を 38 mg の用量で 1 日 2 回投与することにより得られる Cu,plasmaの時間推移（Figure 13）に，
サル Kp,uu,ISF（0.480）及び Kp,uu,CSF（0.733）を乗じてヒト CISF及び CCSFを予測した。その結
果，Figure 19 に示す濃度推移が得られ，定常状態におけるヒト 大 CISF（CISF,max）及び CCSF
（CCSF,max）はそれぞれ 0.099，0.15 μmol/L と予測された。データは示さないが，E2074 のラ
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ット単回毒性試験（20，60，200 mg/kg p.o.）において，200 mg/kg 投与群のオスにおいて投
与後 1 時間以内に痙攣が認められ，そのときの Cplasmaは 49 μmol/L，Cu,plasma は 33 μmol/L で
あった。Cu,plasma に野生型ラットの Kp,uu,ISF 及び Kp,uu,CSF を乗じることにより，ラットで中枢
毒性が認められた時の CISF及び CCSFはそれぞれ 5.9，5.6 μmol/L と推定された。 
 したがって，推定臨床有効用量において，E2074 のヒト CISF,max（0.099 μmol/L）及び
CCSF,max（0.15 μmol/L）はラットで痙攣が観察された推定 CISF（5.9 μmol/L）及び CCSF（5.6 μmol/L）
























Figure 19 Predicted human ISF (A) and CSF (B) concentration–time profile of E2074 after twice daily 
administration at 38 mg.  The black solid line respresents estimated concentration of E2074 in ISF 
or CSF.  The Black dotted line represents estimated maximum CISF or CCSF at steady state after twice 
daily oral administration at 38 mg in humans.  The red solid line represents estimated CISF or CCSF of 






 新規神経痛治療薬候補化合物である E2074 は，中枢性副作用の懸念を有する P-gp 基
質である。E2074 の中枢性副作用に対する安全域を前臨床段階から確度高く評価するため，
第一章で得られた中枢移行性に関する知見を活用した。 
 前臨床試験で得られたデータを基に，E2074 のヒト PK モデル樹立を試みた。その過
程で E2074 がラット，イヌ及びサルにおいて非線形動態を示すことが判明したため，非線
形メカニズムの解明に取り組むとともに，ヒトで同様の事象が生じうるか考察した。In vivo 




して非線形動態を生じるリスクは低いと考えられた。E2074 は P-gp 基質であったため，消
化管 P-gp を介した吸収過程の飽和による非線形動態の懸念もあったが，野生型及び P-gp 欠








ketoconazole は P-gp 阻害作用も有しているため，今後，消化管 P-gp に基づく低バイオアベ
イラビリティや薬物間相互作用評価への活用が期待される。 




移行性パラメータ（Kp,uu,ISF及び Kp,uu,CSF）に顕著な種差はなく，概ね 3 倍以内の差に収まる
ことが分かっていた。しかし，中枢性副作用に対する安全域をより高い確度で予測するため，












て医薬品開発研究で実施されることは稀である。そのため，CISF の代替として CSF 採取法
に基づく CCSF が広く創薬現場で使用されており，CCSF を CISF の代替指標として適切に使用




合物群を選出し，その in vivo 中枢移行性をマイクロダイアリシス法，CSF 採取法，脳組織
ホモジネート法に基づきラット及びサルで評価した。さらに，中枢移行性に関する知見を医
薬品開発に活用するため， P-gp 基質性を有する E2074 の中枢性副作用に対する安全域評価
を行なった。 
 第一章では，P-gp 基質並びに非基質のラット及びサルにおける in vivo 中枢移行性を
検討した。ラットでは，評価化合物の Kp,uu,CSF及び Kp,uu,homogenateは，Kp,uu,ISFの概ね 3 倍以内
になることが明らかとなった。同一個体内で CISF と CCSF を直接比較した本研究より，P-gp
基質においても CSF と ISF 間に顕著な濃度勾配はないことが示され，さらに CCSF 並びに
Cu,homogenateはいずれも CISFを代替できることが明らかとなった。ゆえに，ラットにおいては
方法論によらず，同等の中枢移行性パラメータを得ることができる。 
 代表的な化合物に対して P-gp 欠損ラットでの中枢移行性を検討した。P-gp 欠損によ
り，P-gp 基質の Kp,uu,ISF と Kp,uu,CSF が上昇し，かつその変化率は両パラメータ間で同程度で
あった。BCSFB における P-gp の局在を考え併せると，BCSFB に発現する P-gp の CCSFに対















わらず Kp,uu,CSF が Kp,uu,ISF の 3 倍以内であること，すなわち，CCSF は CISF を代替できること
を明らかとした。一般に，マイクロダイアリシス法をサルに適用することは容易でないため，
本研究で得られた知見は，化合物の中枢移行性をサルで簡便かつ適切に評価するうえで有
用と言える。一方，脳組織ホモジネート法から得られる Kp,uu,homogenate は，特に P-gp 基質に
おいて Kp,uu,ISF や Kp,uu,CSF よりも高い傾向にあった。サル Cu,homogenate を CISF の代替指標とし
て用いた場合，P-gp 基質の中枢移行性を過大評価する可能性があり，注意を要する。 
 本研究で得られた中枢移行性パラメータをラットとサルで比較することにより，P-gp
基質及び非基質の中枢移行性の種差について考察した。サルの Kp,uu,ISF 及び Kp,uu,CSF は，ラ
ットに比べやや高い傾向にあったが，P-gp 基質・非基質にかかわらず種差は概ね 3 倍以内
であった。よって，BBB に発現する P-gp の汲み出しの影響に顕著な種差はなく，P-gp 基質
性を有する場合であっても中枢移行性にラットとサルの間に顕著な種差がないことが明ら




 一方，脳組織ホモジネート法から得られた Kp,uu,homogenate は，サルの方がラットより 3
倍以上高い化合物（E2074，risperidone，desloratedine，quinidine）が認められ，いずれも P-
gp 基質であった。本研究で使用した評価化合物では fu,brain及び fu,plasmaに顕著な種差は無く，
Kp,uu,homogenateのラットとサルとの乖離は Kp,brainがサルで大きいことに起因していた。これま
で，非臨床及び臨床 PET 試験，並びに P-gp の発現量解析結果から，げっ歯類と霊長類間で
P-gp 基質の中枢移行性に明確な種差があり，BBB における P-gp 蛋白発現量の差に起因する
ものと考えられていた。しかし，CISF 並びに Cbrain を直接測定した本研究から，種差の実体







脳内での化合物の挙動をさらに詳細に理解するうえで，P-gp 基質の ISF から脳実質細胞へ
の取り込み，並びに脳実質細胞内での分布などの検討が今後必要である。 
 第二章では，第一章で得られた中枢移行性パラメータをもとに，神経痛治療薬候補化
合物である E2074 の中枢毒性に対する安全域を見積もった。前臨床の in vitro 及び in vivo デ
ータから E2074 のヒト PK モデルを構築し，ヒト中枢移行性パラメータとしてサル Kp,uu,ISF
及び Kp,uu,CSFを使用することにより，CISF及び CCSFの時間推移を予測した。算出された推定
有効臨床用量における E2074 の 大 CISF（0.099 μmol/L）及び CCSF（0.15 μmol/L）は，ラッ
ト単回毒性試験において中枢性副作用（痙攣）が認められたときの推定 CISF（5.9 μmol/L）






者は概ね 3 倍以内の差に収まったが，E2074 の Kp,uu,ISF 及び Kp,uu,CSF はサルのほうがラット







検体に対して P-gp 基質性評価のための in vitro スクリーニングを行い，膨大な数の候補品か
ら P-gp 非基質あるいは弱い基質を選抜する。このとき，P-gp 非基質を選出し，臨床開発へ
と進めることが理想的であるが，薬理作用や毒性などとのバランスにより P-gp 基質性を有
する化合物が開発候補品として選ばれる場合もある。次に，絞り込まれた化合物に対して，
in vivo における Cu,brainの情報を得る。本研究で示したように，CCSFは CISFの代替となり，顕
著な種差が無いことから，ラット CCSF に基づく中枢移行性評価結果から比較的多くの化合
物についてヒト中枢移行性を判断できると考えられる。また，得られた CCSF を薬理標的分






以上，げっ歯類に加え霊長類においても Cu,brain を P-gp 基質を含めて実験的に得るこ
とで，ヒト中枢移行性予測の課題となっていた種差についての知見を得ることができた。さ
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して ESI（electrospray ionization）システムを装着した Premier XE（Waters Co.，MS，US）を
用い，Acquity UPLC（Waters）を接続した。カラムには Acquity UPLC BEH C18（1.7 μm，
2.1 mm i.d. × 50 mm，Waters）を用いた。Capilary voltage 3.2 kV，source temperature 120°C，
desolvation temperature 400°C，desolvation gas flow rate 850 L/h，cone gas flow rate 150 L/h，及




In vitro P-gp 経細胞輸送実験 
 ヒト P-gp 強制発現 LLC-PK1 細胞（LLC-PK1 cells transfected with human MDR1 cDNA）並
びにコントロール細胞（LLC-PK1 cells transfected with an empty vector）は，Netherlands Cancer 
Institute（Amsterdam，Netherlands）にて樹立されたものを使用した。細胞は 10% fetal bovine 
serum，penicillin（50 units/mL）並びに streptomycin（50 μg/mL）を含有する Medium199（Life 
Technologies，CA，US）で培養した。P-gp 発現 LLC-PK1 細胞及びコントロール細胞を cell 
culture insert（HTS Transwell®-24well permeable support，0.4 μm pore polyester membrane，6.5 mm 
inserts；Corning，NY，US）に 4×105 cells/cm2 の密度で播種後，CO2インキュベータにて 5 日
間培養した。試験当日，培地を 10 mmol/L HEPES を含む Hanks’ balanced salt solution
（HBSS/HEPES，pH7.4）に置換し，細胞を 37°C にて 2 時間プレインキュベートした。経細
胞輸送は，cell culture insert の頂端側膜（apical）側あるいは基底膜（basal）側の buffer を
1 μmol/L の評価化合物を含有する HBSS/HEPES に置き換えることで開始した。37°C で 2 時
間インキュベートした後，評価化合物添加側とは反対側から buffer を採取し，buffer 中 E2074




P (cm/s) = 薬物の膜透過量
反応時間 ×薬物の初期濃度 ×膜面積 
使用した cell culture insert の膜面積は 0.33 × 106 cm2 であった。ER（efflux ratio）は apical 側
膜から basal 側への Papp（Papp,A to B）に対する basal 側から apical 側への Papp（Papp,B to A）の比
（Papp,B to A/Papp,A to B）から算出した。CER（corrected efflux ratio）はコントロール細胞におけ




 Antipyrine ， carbamazepine ， lamotrigine ， metoclopramide hydrochloride ， ondansetron 
hydrochloride dihydrate，propranolol hydrochloride，quinidine hydrochloride 及び verapamil 
hydrochloride は Sigma Aldrich（MO，US）より購入した。Midazolam と desloratadine はそれ
ぞれ和光純薬工業株式会社（Osaka，Japan）及び LKT Laboratories（MN，US）から購入した。







動物実験施設にて実施した。オスの野生型 Spragure Dawley（SD）ラット及び P-gp 欠損ラッ
ト（8 – 9 週齢）は，それぞれ Charles River Laboratories Japan（Kanagawa，Japan）及び SAGE 








用い，覚醒下，フリームービングにて実施した。投与の 1 – 2 日前に，pentobarbital 麻酔下
（50 mg/kg i.p.）にて長さ 3 mm の再生セルロース膜（50-kDa molecular weight cutoff）を有す
る C-I-4 マイクロダイアリシスプローブ（Eicom，Kyoto，Japan）をステレオタキシック固定
下にて大脳皮質（3.2 mm anterior，0.8 mm lateral from bregma，4.5 mm ventral from dura）に挿
入し，頭蓋骨に歯科用セメントで固定した。試験当日，化合物投与前にプローブを Ringer 
HEPES 緩衝液（147 mmol/L NaCl，4.7 mmol/L KCl，0.6 mmol/L MgSO4·7H2O，2.5 mmol/L 
CaCl2·2H2O，5 mmol/L HEPES，pH 7.4）を流速 1.5 μL/min で 1 – 2 時間灌流した。その後，




Infusion rate Loading dose 
(mg/h/kg) (mg/kg) 
Antipyrine 0.10 0.22 
Carbamazepine 0.20 0.21 
Midazolam 0.40 0.40 
Lamotrigine 0.050 0.89 
Metoclopramide 1.0 0.80 
Ondansetron 0.40 0.33 
E2074 0.40 0.33 
Paliperidone 1.0 0.80 
Risperidone 1.0 0.70 
Verapamil 1.0 0.9 
Desloratadine 5.0 5.0 
Quinidine 5.0 8.0 
 
マイクロダイアリシス灌流液（流速，1.5 μL/min）は，投与開始から 30 分間隔で 4 時間まで











retrodialysis 法 34)に従い in vitro recovery gain（RG），in vitro 及び in vivo recovery loss（RL）か
ら以下の式に基づいて算出した。 
Recovery = (in vitro RG/in vitro RL) × in vivo RL 
RG = Cdialysate/Cbuffer 
RL = 1 – Cdialysate/Cperfusate 
Cdialysateはプローブ透過後の灌流液中薬物濃度，Cbufferは緩衝液中薬物濃度，Cperfusateはプロー
ブ透過前の灌流液中薬物濃度を示す。In vitro RG は，評価化合物を含む Ringer HEPES 緩衝
液 100 mL（Cbuffer）にプローブを浸した後，Ringer HEPES 緩衝液を流速 1.5 μL/min で 4 時間
灌流し，灌流液（Cdialysate）を採取し算出した。In vitro RL は，化合物を含まない Ringer HEPES
緩衝液 100 mL にプローブを浸し，化合物を含む Ringer HEPES 緩衝液（Cperfusate）を流速
1.5 μL/min で 4 時間灌流し，灌流液（Cdialysate）を採取し算出した。In vivo RL は，ラットの
大脳皮質に挿入したプローブに化合物を含む Ringer HEPES 緩衝液（Cperfusate）を流速















Antipyrine 0.186 ± 0.003 0.220 ± 0.006 0.106 ± 0.010 0.0895 ± 0.0088
Carbamazepine 0.208 ± 0.003 0.247 ± 0.012 0.164 ± 0.011 0.138 ± 0.009 
Midazolam 0.118 ± 0.002 0.219 ± 0.011 0.290 ± 0.037 0.156 ± 0.020 
Lamotrigine 0.216 ± 0.004 0.291 ± 0.019 0.124 ± 0.015 0.0920 ± 0.0108
Metoclopramide 0.161 ± 0.002 0.171 ± 0.026 0.102 ± 0.006 0.0962 ± 0.0056
Ondansetron 0.187 ± 0.003 0.159 ± 0.021 0.125 ± 0.019 0.147 ± 0.023 
E2074 0.138 ± 0.002 0.143 ± 0.008 0.176 ± 0.016 0.170 ± 0.015 
Paliperidone 0.127 ± 0.003 0.140 ± 0.020 0.243 ± 0.014 0.220 ± 0.013 
Risperidone 0.146 ± 0.001 0.144 ± 0.008 0.255 ± 0.020 0.199 ± 0.015 
Verapamil 0.102 ± 0.004 0.174 ± 0.023 0.292 ± 0.045 0.184 ± 0.027 
Desloratadine 0.149 ± 0.006 0.192 ± 0.013 0.258 ± 0.024 0.181 ± 0.020 






0.1 μg/mL；antipyrine 及び ondansetron，0.2 μg/mL；paliperidone 及び verapamil，0.3 μg/mL；
lamotrigine 及び risperidone，0.5 μg/mL；desloratadine 及び quinidine，1 μg/mL）及び脳ホモジ
ネート（carbamazepine，midazolam，E2074，paliperidone，risperidone 及び verapamil，0.1 μg/mL；
antipyrine，metoclopramide 及び ondansetron，0.2 μg/mL；lamotrigine 及び quinidine，1 μg/mL；
desloratadine，2 μg/mL）試料に添加し，PBS に対し 37C で 24 時間透析した。透析後，血漿，
脳ホモジネート及び PBS 試料を採取し，各試料中の化合物濃度を測定した。fu,plasma は donor
側（血漿）に対する receiver 側（PBS）の濃度比から算出した。fu,brainは以下の式より算出し
た 19)。 
f , = 1/d1f − 1 + 1/d 






 血漿，CSF，マイクロダイアリシス灌流液，脳ホモジネート及び PBS 試料は，内部標準物
質（300 nmol/L propranolol あるいは desloratadine）を含むアセトニトリルと混合し攪拌した。
遠心分離後上清をフィルターろ過し，LC/MS/MS 分析に供した。LC/MS/MS 分析の移動相 A
には 0.1%ギ酸含有蒸留水，移動相 B には 0.1%ギ酸含有アセトニトリルを用いた。移動相の
初期条件は B：0%とし，3 分間で B：50%あるいは B：80%となるリニアグラジエントとし
た。各化合物に対する selected ion monitoring 条件を下表に示した。 
 
Test compounds Precursor ion (m/z) Product ion (m/z) 
Antipyrine 189.1 55.8 
Carbamazepine 237.3 194.0 
Midazolam 326.1 291.0 
Lamotrigine 256.0 108.9 
Propranolol 260.3 183.1 
Metoclopramide 300.2 227.3 
Ondansetron 294.2 170.1 
E2074 407.1 172.0 
Paliperidone 427.4 207.4 
Risperidone 411.3 191.2 
Verapamil 455.5 164.8 
Desloratadine 311.3 259.5 




した。血漿中遊離型薬物濃度（Cu,plasma）は，Cplasma と fu,plasma の積から算出した。Cu,homogenate
は Cbrain と脳ホモジネートを使用して算出された fu,brain の積から算出した。Kp,uu,ISF，Kp,uu,CSF
及び Kp,uu,homogenateは以下の式より算出した。 
K , , = CC ,  
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K , , = CC ,  




 Antipyrine，carbamazepine，metoclopramide hydrochloride，ondansetron hydrochloride dihydrate，
propranolol hydrochloride，quinidine hydrochloride 及び verapamil hydrochloride は Sigma Aldrich
から購入した。Midazolam，desloratadine 及び risperidone はそれぞれ和光純薬工業株式会社，




 動物実験はエーザイ株式会社並びに株式会社 Trans Genic（Kumamoto，Japan）の動物実験
委員会にて承認された計画に従って実施した。オスのカニクイザル（3 歳）は Trans Genic で
飼育されている個体を使用した。全ての手術，実験及び動物の状態観察は Trans Genic の獣
医師が実施し，試験期間中は苦痛が 小となるよう 大限配慮した。 
 
サルマイクロダイアリシス 
 鎮痛剤（meloxicam，0.3 mg/kg s.c.）により前処置した動物に，heparin-coated polyurethane 
catheter（Solomon scientific，TX，US）を ketamine（10 mg/kg i.m.）及び pentobarbital（30 mg/kg 
i.v.）麻酔下で大槽に留置した。Cefamezin（100 mg/body i.v.）を 1 日 1 回，術後 3 日間投与
した。1 – 2 週間経過し回復したことを確認後，ketamine（10 mg/kg i.m.）及び pentobarbital
（30 mg/kg i.v.）麻酔下で 1 mm の穿頭孔を正中線から左右に約 10 mm の位置に開け，小さ
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く硬膜を切開した。CG-8 ガイドカニューレ（Eicom）と AD-8 ダミーカニューレ（Eicom）
を大脳皮質に挿入し，頭蓋骨に固定した。手術部位は cefamezin 処理を行った。投与日に，
ketamine（10 mg/kg i.m.）麻酔下で長さ 5 mm 再生セルロース膜 （50-kDa molecular weight cut 
off）を有する C-I-8 マイクロダイアリシスプローブ（Eicom）をガイドカニューレに挿入し
た。麻酔から回復後，評価化合物を投与した。プローブは Ringer HEPES 緩衝液を流速





Infusion rate Loading dose 
(mg/h/kg) (mg/kg) 
Antipyrine 0.10 0.23 
Carbamazepine 0.10 0.22 
Midazolam 0.10 0.13 
Lamotrigine 0.020 0.37 
Propranolol 0.15 0.68 
Metoclopramide 0.30 0.37 
Ondansetron 0.40 0.81 
E2074 0.070 0.19 
Risperidone 0.40 0.51 
Verapamil 0.50 1.1 
Desloratadine 0.30 3.9 
Quinidine 1.0 1.6 
 
マイクロダイアリシス灌流液は投与開始から 30 分間隔で 4 時間まで採取した。血液（各時
点 0.5 mL）及び CSF（各時点 0.25 mL）は投与開始から 1 時間間隔で 4 時間まで，それぞれ
伏在静脈及び大槽から採取した。血液は採取後速やかに遠心分離し血漿を得た。同一個体を
使用して複数回の投与を実施し，各投与の間には少なくとも 1 週間の休薬期間を設けた。 
 マイクロダイアリシス試験終了後に少なくとも 25 日以上の休薬期間を設けた後，脳採取











In vitro  
recovery gain 
In vitro  
recovery loss 
In vivo  
recovery loss Recovery 
Antipyrine 0.271 ± 0.003 0.222 ± 0.018 0.101 ± 0.036 0.123 ± 0.044 
Carbamazepine 0.396 ± 0.004 0.317 ± 0.009 0.109 ± 0.040 0.136 ± 0.049 
Midazolam 0.195 ± 0.004 0.277 ± 0.011 0.274 ± 0.044 0.193 ± 0.031 
Lamotrigine 0.294 ± 0.005 0.398 ± 0.021 0.161 ± 0.015 0.119 ± 0.011 
Propranolol 0.222 ± 0.006 0.239 ± 0.011 0.196 ± 0.026 0.182 ± 0.024 
Metoclopramide 0.202 ± 0.010 0.254 ± 0.014 0.147 ± 0.024 0.117 ± 0.019 
Ondansetron 0.247 ± 0.008 0.280 ± 0.010 0.189 ± 0.023 0.167 ± 0.017 
E2074 0.185 ± 0.002 0.195 ± 0.011 0.282 ± 0.039 0.268 ± 0.037 
Risperidone 0.194 ± 0.003 0.177 ± 0.012 0.135 ± 0.037 0.148 ± 0.041 
Verapamil 0.222 ± 0.001 0.277 ± 0.015 0.377 ± 0.012 0.302 ± 0.010 
Desloratadine 0.232 ± 0.004 0.322 ± 0.013 0.235 ± 0.050 0.170 ± 0.036 
Quinidine 0.221 ± 0.007 0.326 ± 0.018 0.233 ± 0.044 0.158 ± 0.030 
 
遊離型薬物分率の算出 
 評価化合物のサル fu,brain及び fu,plasmaは，第一章第三節付属実験に記載の方法論に準じて算
出した。なお，サル血漿中の化合物添加濃度は以下の通りであった：carbamazepine，midazolam，
E2074 及び verapamil，0.1 μg/mL；antipyrine，lamotrigine，propranolol，metoclopramide，
ondansetron，risperidone 及び desloratadine，0.3 μg/mL；quinidine，1 μg/mL。脳ホモジネート
中の化合物添加濃度は以下の通りであった：antipyrine，carbamazepine，midazolam，E2074， 
risperidone，verapamil 及び quinidine，0.3 μg/mL； lamotrigine，propranolol，metoclopramide，












 オスの野生型 SD ラットは Charles River Laboratories Japan から購入した。オスのカニクイ






ラット，イヌ及びサル in vivo PK 試験 
 E2074 投与液は 5% glucose/1 mol/L HCl（97/3，v/v）を投与媒体として調製した。ラット
（静脈内投与，1 mg/kg；経口投与，3，10 及び 30 mg/kg），イヌ（静脈内投与，1 mg/kg；経
口投与，3 及び 10 mg/kg）及びサル（静脈内投与，1 mg/kg；経口投与，3 及び 10 mg/kg）に
E2074 を静脈内及び経口投与し，血液（0.25 – 0.5 mL）をヘパリン処理したシリンジを用い
て頸静脈（ラット）あるいは橈側皮静脈（イヌ及びサル）から経時的に投与後 5（静脈内投












 各動物種で得られた E2074 の血漿中濃度推移データは WinNonlin（ver 6.1，Pharsight 
Corporation，MO，US）を用いて非コンパートメントモデルにより解析し，E2074 の PK パ
ラメータを算出した。Cmax と tmax は実測値を採用した。F は以下の式より算出した。 
F	(%) = AUC /DAUC /D × 100 

















マウス in vivo PK 試験 
 E2074 投与液は，5% glucose/1 mol/L HCl（97/3，v/v）を投与媒体として調製した。E2074
をマウスに静脈内（1 mg/kg）投与し，投与後 5，15，30 分，1，2，4，6 及び 8 時間にヘパ
リン処理ガラスキャピラリーを用いて約 20 μL ずつ尾静脈から採血した。血液は採取後速や
かに遠心分離し血漿を得た。 
 
In vitro 代謝実験 
 ヒト肝及び小腸ミクロソームを用いたタイムコース実験において，反応溶液は 1 mmol/L 
EDTA 25 µL，1 mol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）25 µL，蒸留水 125 µL，0.5%メタノール溶液で
調製した E2074 標準溶液（2.5 μmol/L）25 µL 及びヒトミクロソーム（肝，20 mg/mL；小腸，
10 mg/mL）25 µL を混合して調製し，反応開始まで氷冷した。反応溶液を 37°C にて 5 分間
プレインキュベーションした後，NADPH generating system を 25 µL 添加し反応を開始した。
反応は 37°C で実施し，インキュベーション時間は 0，15，30，45 分とした。内部標準物質
（0.1 μg/mL E2074 類縁体）を含むアセトニトリル 500 µL を添加し反応を停止させた後，遠
心分離により得られた上清を LC/MS/MS 分析に供した。試料は各 n=2 とした。ラット，イ
ヌ及びサルの in vitro 代謝実験については，第二章第三節付属実験に記載した。 
 
遊離型薬物分率及び血液－血漿分配係数（Rb）の算出 
 E2074 の各動物種及びヒト fu,plasma 並びに肝ミクロソームにおける遊離型薬物分率（fu,mic）
は，平衡透析法により第一章第三節付属実験に記載の方法論に準じて算出した。E2074 は血
漿及び肝ミクロソーム（ラット及びサル，0.5 mg/mL；イヌ，0.2 mg/mL；ヒト，2 mg/mL）
中の 終濃度が 0.25 μmol/L となるよう添加し，37°C（血漿）もしくは 4°C（肝ミクロソー
ム）で 24 時間インキュベーションした。fu,micは donor 側（ミクロソーム）に対する receiver
側（PBS）の E2074 濃度比から算出した。 
 Rb の算出に際しては，E2074 を 終濃度で 0.25 μmol/L となるように血液に添加した。
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 4 動物種を用いたアロメトリーから E2074 のヒト分布容積（Vd）を予測するため，各動物
の体重（kg）及び E2074 の Vd（mL/body）を両対数プロットした。動物の体重は，in vivo PK
試験で用いた個体の平均値（マウス，0.031；ラット，0.272；イヌ，11.667；サル，3.967 kg）
を用いた。各動物種の Vd は，静脈内投与後の血漿中 E2074 濃度推移を 1 コンパートメント
モデル解析することで算出し，得られた値（マウス，2043.7；ラット，2991.7；イヌ，2076.0；
サル，3592.9 mL/kg）に体重を乗じることで個体あたりの Vd（mL/body）を得た。 
 
データ解析 
 マウスの E2074 の PK パラメータは，第二章第一節付属実験に記載の方法論に準じて算出
した。 
 ヒト肝ミクロソームを用いたタイムコース実験において，E2074 未変化体の残存率







に基づき CLh,vitro を算出した。その際，ヒト肝血流速度（20.7 mL/min/kg），ヒト肝重量









ものを使用した。Ketoconazole は Sigma Aldrich から購入した。複数個体をプールしたラッ
ト肝ミクロソーム（SD ラット，オス，8 週齢），イヌ肝ミクロソーム（ビーグル犬，オス，
0.5 – 3 歳），サル肝ミクロソーム（カニクイザル，オス，4 – 10 歳），ヒト肝ミクロソーム
（mixed gender），及びヒト小腸ミクロソーム（mixed gender）は Xenotech（KS，US）から購




 オスのカニクイザルは Guangxi Grandforest Scientific Primate Company から購入したものを
使用した。動物実験はエーザイ株式会社動物実験委員会にて承認された計画に従って実施





In vitro 代謝実験 
 肝ミクロソームを用いた E2074 の速度論的パラメータ（Km及び Vmax）算出実験において，
反応溶液は 1 mmol/L EDTA 25 µL，1 mol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）25 µL，蒸留水 125 µL，
0.5%メタノール溶液で調製した E2074 標準溶液（0.25，0.74，2.5，7.4，25，74，246，492 及
び 738 μmol/L）25 µL 及びミクロソーム（ラット及びサル肝ミクロソーム，5 mg/mL；イヌ
肝ミクロソーム，2 mg/mL；ヒト肝ミクロソーム，20 mg/mL）25 µL を混合して調製し，反
応開始まで氷冷した。反応溶液を 37°C にて 5 分間プレインキュベーションした後，NADPH 
generating system（3.3 mmol/L β-NADP+，80 mmol/L glucose 6-phosphate，60 mmol/L MgCl2，
1 unit/mL glucose 6-phosphate dehydrogenase）を 25 µL 添加し反応を開始した。なお，コント
ロール反応には NADPH generating system の代わりに 60 mmol/L MgCl2を添加した。反応は
37°C で実施し，インキュベーション時間はラットが 7 分，サルが 15 分，イヌ及びヒトが 30
分とした。内部標準物質（0.1 μg/mL E2074 類縁体）を含むアセトニトリル 500 µL を添加し
反応を停止した後，遠心分離により得られた上清を LC/MS/MS 分析に供した。試料は各 n=2
とした。 
 rCYPs を用いた代謝実験において，反応溶液は 1 mmol/L EDTA 25 µL，1 mol/L リン酸緩
衝液（pH 7.4）25 µL，蒸留水 125 µL，0.5%メタノール溶液で調製した E2074 標準溶液
（2.5 μmol/L）25 µL 及び rCYP（250 pmol CYP/mL）25 µL を混合して調製し，反応開始まで
氷冷した。37°C にて 5 分間プレインキュベーションした後，NADPH generating system を
25 µL 添加し，37°C で 30 分間インキュベーションした。内部標準物質（0.1 μg/mL E2074 類
縁体）を含むアセトニトリル 500 µL を添加し反応を停止した後，遠心分離により得られた
上清を LC/MS/MS 分析に供した。試料は各 n=2 とした。 
 
サルにおける E2074 と ketoconazole の in vivo 併用試験 
 E2074 及び ketoconazole の投与液は，ぞれぞれ 5% glucose/1 mol/L HCl（97/3，v/v）及び
5% glucose/1 mol/L HCl（95/5，v/v）を投与媒体として調製した。Ketoconazole（5 mg/kg）を
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経口投与後，速やかに E2074 を静脈内（1 mg/kg）あるいは経口（3 及び 10 mg/kg）投与し，
投与後 5（静脈内投与のみ），15，30 分，1，2，4，6 及び 8 時間に血液（0.5 mL）を橈側皮
静脈から採取した。血液は採取後速やかに遠心分離し血漿を得た。同一個体を繰り返し使用






 各動物種における E2074 の PK パラメータは，第二章第一節付属実験に記載の方法論に準
じて算出した。 
 rCYPs を用いた in vitro 代謝試験における E2074 の残存率は，E2074 の IS に対するピーク
エリア比（PAR）を計算し，以下のように計算した。 
残存率(%) = PARPAR × 100 
PARt はインキュベーション後の PAR を，PAR0は 0 分の PAR を示す。 
 肝ミクロソーム代謝における E2074 の速度論的パラメータは，ラット，サル及びヒトで
はヒル係数を用いた Michaelis–Menten 式から，イヌについては二相性の Michaelis–Menten 式
から算出した。 v = ×  （ラット，サル，ヒト） v = × + ×  （イヌ） 
v は E2074 の代謝速度，C は E2074 の濃度，Km，Vmax 及び r はそれぞれ Michaelis 定数，
大速度及びヒル係数を示す。なお，各 E2074 濃度（C）における v は以下の式から算出した。 
v = 消失速度定数/ミクロソーム蛋白濃度 × C 




CL , = × ,  （ラット，サル） CL , = ( + ) × ,  （イヌ） 
各動物種の CLh,vitro は，第二章第二節付属実験に記載の方法に準じ，CLint,u から dispersion 
model に基づき算出した。肝血流速度（ラット，55.2；イヌ，30.9；サル，43.6 mL/min/kg），
肝重量（ラット，40；イヌ，32；サル，30 g/kg）及び肝臓中ミクロソーム蛋白量（ラット，




 P-gp（mdr1a/1b）欠損及び野生型マウス（FVB，オス，13 – 14 週齢）は Taconic（NY，US）
から購入した。動物実験はエーザイ株式会社動物実験委員会にて承認された計画に従って
実施し，苦痛が 小となるよう 大限配慮した。なお，動物実験は HS 財団により動物実験
施設として認定されたエーザイ株式会社筑波研究所動物実験施設にて実施した。 
 
マウス in vivo PK 試験 
 E2074 投与液は，5% glucose/1 mol/L HCl（97/3，v/v）を投与媒体として調製した。E2074
をマウスに経口（3 mg/kg）投与し，投与後 15，30 分，1，2，4，6 及び 8 時間にヘパリン処
理ガラスキャピラリーを用いて約 20 μL ずつ尾静脈から採血した。血液は採取後速やかに遠
心分離し血漿を得た。1 週間の休薬期間を設けた後，E2074 を再度経口投与（3 mg/kg）し，
投与後 30 分にエーテル麻酔下にて全採血した。致死を確認後，全脳を採取した。脳試料は
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